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Resumo- O trabalho teve como objetivo testar o efeito de diferentes concentra¢des de BAP e 2,4-D sobre a
inducdo de brotacdo a partir de diferentes explantes e o estabelecimento de uma metodologia de
micropropagacao que viabilize a multiplicacdo massal de Crambe abyssinica HOCHST. Segmentos apicais
caulinares e cotiledonares foram submetidos a trés tratamentos: Al-controle, A2-10uM de 6-BAP e A3-
20pM de 6-BAP. Para os segmentos apicais o tratamento com 20uM de 6-BAP foi significantemente maior
que o controle, com 4,3 brotos/explante, porém nao diferiu da concentracdo 10uM de 6-BAP, que
apresentou 3,55 brotos/explante. Os segmentos do hipocoétilo foram submetidos aos tratamentos: H1-
controle, H2-10uM 6-BAP, H3-20uM 6-BAP, H4-1uM 2,4-D, H5-2uM 2,4-D, H6-10uM 6-BAP + 1uM 2,4-D,
H7-10uM 6-BAP + 2uM 2,4-D, H8-20uM 6-BAP + 1uM 2,4-D e H9-20uM 6-BAP + 2uM 2,4-D. Os segmentos
do hipocotilo apresentaram maior formagao de calos no tratamento “H9” (5,6 calos), em relagéo ao controle
e aos tratamentos com apenas um dos reguladores de crescimento testados. Nao houve formacao de calos
nos tratamentos “H1”, “H2” e “H3”, sugerindo que certo nivel de 2,4-D é requerido para formagéao de calos.
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Introducao

O crambe (Crambe abyssinica Hochst.) é
pertencente a familia Brassicaceae e originaria do
Mar Mediteraneo, sendo extensamente plantada
no México e Estados Unidos. Trata-se de uma
espécie antes, basicamente, destinada a produgao
de forragem (30 a 32% de proteina bruta), que tem
sido bastante cultivada, visando a extragdo de
6leo vegetal (NEVES et al., 2010).

Com os atuais incentivos a busca de fontes de
energias renovaveis, a cultura de C. abyssinica
vem ganhando papel de destaque na producéo de
biodiesel por suas diversas vantagens, como, alta
producdo de biomassa com rapido ciclo de vida
(colhida em torno de 90 dias), alta produtividade
de sementes (1000 e 1500 kg/ha), o baixo custo
de producdo e um percentual de 6leo total na
semente que fica entre 26 e 38%, superando, por
exemplo, a soja, nesta Ultima caracteristica
(PAULOSE; KANDASAMY; DHANKHER, 2010).
Além de ser utilizada na produgao de biodiesel,
pode ser viavel na fitorremediagdo, sendo eficiente
na descontaminagao de arsénio, cromo e outros
metais pesados (ARTUS, 2006), sendo também

atil na industria de plastico e lubrificante, devido ao
alto percentual de &cido eracico (50 a 60%)
(PITOL, 2008).

Entretanto poucos trabalhos foram realizados
com o crambe, tendo em vista seu emprego na
agroenergia. Assim, abre-se um vasto campo para
investigacdo que tenham como  objetivo
desenvolver as potencialidades dessa cultura com
o intuito de melhorar aspectos agronémicos e
tecnologicos para seu emprego na industria de
biodiesel.

De acordo com as normas internacionais de
qualidade, para o aumento na producdo de
biodiesel é necesséario buscar novas oleaginosas
que  produzam  6leos ndo  comestiveis
(JEFFERSON, 2006), para isso, uma produgao
homogénea e em larga escala é necesséria.
Nesse contexto, as técnicas de cultivo in vitro séo
importantes tanto para a propagacdo massal,
quanto como ferramenta para trabalhar com outras
técnicas biotecnoldgicas.

O desenvolvimento de um protocolo eficiente
de estabelecimento e regeneragdo do crambe in
vitro pode viabilizar  posteriores  estudos
relacionados ao melhoramento genético da
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espécie, como a poliploidizagdo, hibridizagao
somatica e transgenia, alterando, dessa forma,
caracteristicas agronémicas importantes na
producéo de biodiesel.

O trabalho teve como objetivo testar o efeito de
diferentes concentracdes de BAP e 2,4-D sobre a
inducdo de brotacdo a partir de diferentes
explantes visando o estabelecimento de
metodologias de micropropagag¢do que viabilize a
multiplicagdo massal de C. abyssinica HOCHST.

Metodologia

O experimento foi conduzido no laboratério de
Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo, em Alegre/ES.

Foram utilizadas sementes de C. abyssinica
Hochst, safra de 2009, obtidas junto a Fundacéao
MS, localizada em Maracuja-MS.

As sementes foram inicialmente lavadas em
agua corrente com detergente neutro, e em
condigbes assépticas na camara de fluxo laminar,
foram desinfestadas por imersdo em élcool 70%
por 1 min, seguido de hipoclorito de sédio
comercial (cloro ativo: 2-2,5%) por 10 min e
lavadas trés vezes em agua destilada
autoclavada. Foram utilizados 110 tubos de ensaio
contendo 10 mL do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) meia forca, suplementado com 30
g/L de sacarose, 7,5 g/L de agar, o pH 5,8 e com
duas sementes por tubo.

O meio de geminacgéo foi autoclavado a 121 °C
a presséao de 1,1 atm por 20 minutos. As sementes
foram submetidas as condicées da sala de
crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16/8h (luz/escuro), permanecendo
nestas condi¢des por 15 dias. Cinco dias antes da
retirada de explantes para os testes de
regeneracgdo as plantulas foram transferidas para
0 escuro para estiolamento dos segmentos a
serem utilizados. As avaliagbes de porcentagem
de germinagdo e numero de plantas normais
foram realizadas aos 20 dias ap6s a inoculagao.

Apdés a germinagdo e desenvolvimento, as
plantulas obtidas foram utilizadas como fontes de
explantes para testes de indugéo de brotos. Foram
utilizados segmentos apicais caulinares (10 mm)
mantidos com uma folha definitiva, segmentos
cotiledonares (10 mm) e segmentos do hipocétilo
(2-3 mm).

Os segmentos apicais e cotiledonares foram
submetidos a trés ftratamentos: A1-controle
(auséncia de regulador de crescimento); A2-10 uM
de BAP (6-benzilaminopurina) e A3-20 pM de
BAP. O delineamento experimental empregado foi
o inteiramente casualisado com trés tratamentos e
20 repeticbes, onde cada repeticdo (tubos)
recebeu um explante (parcela) inoculado em
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posicao vertical. As analises de nimero de brotos
por explante foi realizada apdés 14 dias de
inoculacgéao.

Os segmentos do hipocétilo foram submetidos
a nove tratamentos: H1i-controle (auséncia de
regulador de crescimento); H2-10 uM BAP; H3-20
UM BAP; H4-1 uM 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético);
H5-2 uM 2,4-D; H6-10 uM 6BAP + 1 uM 2,4-D; H7-
10 uM BAP + 2 uM 2,4-D; H8-20 uM BAP + 1 uM
24-D e H9-20 uM BAP + 2 uyM 24-D. O
delineamento experimental empregado foi o
inteiramente casualisado com nove tratamentos e
cinco repeticdes, onde cada repeticdo (frascos)
recebeu dez explante (parcelas) inoculados na
posi¢cao horizontal sobre a superficie do meio. As
andlises de numero de brotos por explante e
ndmero de calos por frasco foi realizada apos 14
dias de inoculagao.

O meio basal utilizado para todos os
tratamentos foi o0 MS completo, suplementado com
30 g/L de sacarose, 6,5 g/L de agar, o pH aferido
para 5,8 e autoclavado a 121°C a pressao de 1,1
atm por 20 minutos. Foram utilizados 10 ml e 20
ml de meio nos tubos e frascos, respectivamente.
As culturas foram submetidas as mesmas
condicoes da sala de crescimento referida no
topico de germinagéo.

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia utilizando-se o software ASSISTAT
(SILVA; AZEVEDO, 2009) e para a comparagao
multipla das médias foi realizado o teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados

Apds a desinfestacdo foi obtido 38,63% de
germinacao e 62,35% das sementes germinadas
se desenvolveram em plantulas normais. O inicio
da germinacdo se deu aos dois dias apds o
acondicionamento nos tubos de ensaio e o estagio
de plantulas foi alcangado ao final da primeira
semana apos a inoculagao in vitro, e aos 15 dias
ja havia ocorrido a emissao das folhas iniciais.

Os resultados do efeito das concentragdes de
BAP sobre a regeneragdo do crambe a partir de
segmentos apicais estdo apresentados na Tabela
1. O uso de BAP, principalmente na concentracao
de 20 pM, foi vantajoso para estimular a brotacao.
O tratamento com 20 uM de BAP foi
significantemente maior que o controle, com média
de 5,8 brotos gerados por explante, porém nao
diferindo estatisticamente da concentragdo 10 uM
de BAP, que apresentou média de 5,85 brotos por
explante.

Os resultados dos testes com cotilédones néao
foram apresentados, pois ainda n&o foram
observadas respostas significativas na indugéo de
brotos.
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Tabela 1 - Efeito de BAP sobre a indugcédo de
brotacdo em C. abyssinica Hochst a partir de
segmentos apicais caulinares, 14 dias apos
inoculacao.

Tratamentos N2 brotos / explante
Controle 250b
10 uM BAP 5.85a
20 uM BAP 5.80 a

As médias seguidas pela mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Como apresentado na Tabela 2, os segmentos
do hipocétilo apresentaram formacéo de calos em
todos os tratamentos que continham 2,4-D sozinho
ou com BAP, sendo o 2,4-D eficiente na indugéo
de calos em C. abyssinica. Principalmente nos
tratamentos com altas concentragées de BAP (20
uM) e 2,4-D (2 pM), houve maior formacao de
calos, com média de 5,6 calos por repeticdo, valor
este estatisticamente diferente do controle e dos
tratamentos com apenas um dos dois reguladores
de crescimento testados. No tratamento controle e
nos tratamentos apenas com BAP n&o houve
formacao de calos, sugerindo que certo nivel de
2,4-D é requerido para induzir a formagdo de
calos. Nao houve qualquer formacdo de brotos
nesses explantes até o presente.

Tabela 2 - Efeito de BAP, 2,4-D e sua combinacgéo
na formagéo de calos em segmentos de hipocétilo
de C. abyssinica Hochst, 14 dias ap6s inoculagao.

Tratamentos Ne calos
Controle 0b
10 uM BAP 0Ob
20 uM BAP Ob
1 uM 2,4-D 0,4b
2 uM 2,4-D 1,0b
10 uM BAP + 1 uM 2,4-D 04b
10 uM BAP + 2 uM 2,4-D 3,0ab
20 uM BAP + 1 pM 2,4-D 3,2ab
20 uM BAP + 2 pM 2,4-D 56a

As médias seguidas pela mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A Figura 1 mostra todo o processo de
germinagdo, desenvolvimento de plantulas e o
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surgimento de brotos e calos a partir dos
diferentes explantes de C. abyssinica.

Figura 1 - Aspectos do desenvolvimento in vitro
das sementes, regeneracdo de brotos e
calogénese de C. abyssinica Hochst. A - Aspecto
morfolégico das sementes ex vitro. B - Inicio da
germinagdo aos 2 dias no meio MS"2 forga. C -
Plantula desenvolvida aos 15 dias no meio MS'2
forga. D - Segmento apical do caule inoculado no
meio MS com 20 pM de BAP. E - Segmento
cotiledonar inoculado no meio MS com 20 uM de
BAP. F - Brotos formados a partir do segmento
apical caulinar aos 14 dias no meio MS com 20 uM
de BAP. G - Inicio de brotacdo a partir de
segmentos cotiledonares aos 14 dias no MS com
20 uM de BAP. H - Calos formados a partir dos
segmentos do hipocétilo aos 14 dias no meio MS
com 20 pM de BAP e 2 uM 2,4-D.

Discussao

Os resultados ndo satisfatérios referentes ao
nimero de sementes germinadas e plantulas
normais deve-se, provavelmente, ao processo de
desinfestacdo. Segundo Andrade et al. (2000), os
tratamentos com alcool e hipoclorito geralmente
acarretam a diminuicdo dessa porcentagem ou
também, pela néo escarificagdo mecéanica das
sementes, que sendo avaliada por Ruas et al.
(2010), demonstrou ser eficaz no processo de
germinacao em papel toalha de C. abyssinica, em
que, sem pericarpo, apresentou maior germinagcao
(89,43%) em relagdo as sementes com pericarpo
(43,71%).

Resultados semelhantes também  foram
descritos por Neves et al. (2010), observando
valores de 38,30% e 52,56%, para sementes com
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e sem pericarpo germinadas em papel toalha,
respectivamente.

De modo geral, a fungéo basica do pericarpo &
proteger as sementes contra abrasdes e choques,
funcionando como uma barreira a entrada de
microorganismos (PEREZ, 1998). Entretanto, em
alguns casos, a presenga do pericarpo pode
proporcionar elevada falta de uniformidade de
germinagdo (VERTUCCI; LEOPOLD, 1983),
provavelmente devido a limitagdo no processo de
absorgao de agua pela semente, ou dificuldade de
rompimento  pelo  eixo  hipocétilo-radicular
(POPINIGIS, 1985). Portanto, apesar do pericarpo
das sementes de C. abyssinica nao ser
impermeavel e a germinagao in vitro favorecer a
embebigao pela diferenga de potencial hidrico, o
rompimento ou até mesmo a retirada do pericarpo
parece ser vantajoso para o estabelecimento in
vitro.

A formagdo dos brotos a partir do segmento
apical caulinar teve inicio no quarto dia e esta
rapida resposta deve-se ao crescimento ativo do
meristema apical. Segundo Hussey (1986),
explantes desse tipo normalmente apresentam
boa taxa de regeneracéo.

Entre as citocininas, o BAP é a mais utilizada e
tem sido muito eficiente para promover a
multiplicacdo de partes aéreas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Contudo, a concentragdo pode
variar bastante em funcdo do tipo de explante,
como empregado no presente trabalho, em que
segmentos apicais e nodais foram submetidos a
concentragcdes maiores.

As citocininas sao indispensaveis na fase de
multiplicagdo para a quebra da dominancia apical
e indugdo da proliferacdo de gemas axilares.
Porém, o uso em excesso desse regulador é
toxico e caracteriza-se, principalmente, pela falta
de alongamento das culturas, redugédo do tamanho
das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento  exagerado dos caules e
vitrificagdo generalizada, ocasionando sérios
problemas na fase de enraizamento (CHAVES;
SCHUCH; ERIG, 2005), caracteristicas essas nao
observadas nos segmentos apicais de C.
abyssinica, sugerindo que as concentragdes
utilizadas néao foram toxicas.

A eficiéncia do BAP na formacéao de brotos, via
organogénese, foi mais uma vez comprovada
neste trabalho, como também vem sido
demonstrado para as forrageiras da espécie
Stylosanthes sp. (HOFFMANN; VIEIRA, 2000;
MEIJER; SZABADOS, 1991; VIEIRA et al., 1990),
utilizando, dentre outros explantes, segmentos
apicais e nodais. Diferentes espécies com
potencial para producédo de éleo ja se mostraram
responsivas a inducao de brotos na presenca de
BAP, como Brassica napus L. (KHAN et al., 2010),
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Arachis hypogaea L. (VERMA et al., 2009) e soja
(KUMARI; SETTU; SUJATHA, 20086).

A formacéao de calos é comum em meios com
altas doses de reguladores de crescimento

(GRATAPAGLIA; MACHADO, 1990). O
desenvolvimento de calo pode ser independente
de auxinas e citocininas, dependente de auxinas,
dependente de citocininas ou dependente de
ambas (JAIN; GUPTA; NEWMAN, 1995). Para C.
abyssinica, a calogénese foi dependente da
auxina 2,4-D. Segundo Grattapaglia e Machado
(1990), a alta razado auxina/citocinina estimula a
proliferacdo celular culminando na formacao de
calos. Essa combinacdo foi testada em C.
abyssinica por Li et al. (2010) relatando que a
combinagdo da citocinina TDZ a 10 pM com a
auxina ANA a 2,7 puM apresentou a maior
frequéncia de brotos gerados a partir de
segmentos do hipocétilo. Da mesma forma, Luo e
Jia (1998) trabalhando com hipocétilos da
forrageira Astragalus adsurgens, observaram que
a associagdo de 2,4-D com BAP propiciou maior
frequéncia na formagéo de calos e regeneracao de
brotos.

Varios fatores envolvidos na regeneragao de
uma espécie através de cultivo in vitro tém sido
considerados, incluindo o} estagio de
desenvolvimento dos explantes, os reguladores de
crescimento no meio de cultura e a dependéncia
do gendtipo (REYNOIRED et al, 19993;
ORLIKOWSKA et al., 1999).

Conclusao

Entre os testes de inducao de brotagao visando
estabelecer um protocolo para a micropropagacéo
da espécie, o segmento apical, associado a
utilizagado de BAP proporcionou melhor resultado,
no entanto, deve-se levar em consideracdo as
fases subsequentes, tais como, multiplicagéo,
enraizamento, aclimatizagdo e estabelecimento
em campo. Assim, os resultados obtidos reforgam
a necessidade de novos estudos relacionados a
otimizagdo do meio, seus componentes e
condicbes  de incubacdo  visando uma
micropropaga¢édo de forma rdpida e massal, que
produza mudas de qualidade de C. abyssinica.
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